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© Zurgentechnologlschen Gewinnung von Protelnen wlrd 
In gramnegativen Wirtszellen ein Vektor eingefQhrt, der 
wenlgstens eln das gewunschte Protein codierendes Gen 
enthfilt das Gen wird transkribiert und translation. Zur extral- 
zellul&ren Gewinnung des Proteins wird dessen codierendes 
Gen in einen Vektor, der das IgA-Protease-Precursor-Gen aus 
Mlkroorganismen der Gattung Neisseria so eingesetzt, daB 
das codierende Gen innerhalb der Sequenz des IgA-Protease- 
Precursor-Gens posftioniert rst. Ein besonders dazu geeig- 
netes Plasmid 1st das in E.coll DSM 3775 enthaltene Plasmld 
pIPIOO. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur gentechnologi- 
schen Gewinnung von Proteinen unter Verwendung gramnega- 
tiver Wirtszellen, in welche ein Vektor eingeftihrt 
wird, der wenigstens ein das gewtinschte Protein codie- 
rendes Gen enthalt, Transkription dieses Gens und 
Translation* 

Gentechnologische Verfahren zur Gewinnung von Proteinen 
sind seit langem bekannt. Vorzugsweise werden dazu 
Mikroorganismen verwendet, die leicht zu ztichten sind 
und die die Gewinnung des erzeugten Proteins in einfacher 
Weise gestatten. Ein vielverwendeter Mikroorganismus 
ist dabei der E.coli, der sich sehr leicht zilchtien l&Bt 
und dessen Eigenschaften sehr gut bekannt sind; Nachteil * 
dieser Mikroorganismengattung ist es, daB sie als gram- 
negative Mikroorganismen die erzeugten Proteine bzw. 
Polypeptide oft nicht in die Umgebung ausschleuffen, 
sondern allenfalls in das Periplasma abgeben. Die 
Aufarbeitung ist daher mtihsam und kann nur durch Zer- 
stGrung der Mikroorganismen erfolgen. 

Es werden zwar eine Vielzahl von Proteine in gramnega- 
tiven Bakterien sezerniert. Es zeigte sich jedoch, daB 
fttr die Sekretion dabei spezifische bakterielle Proteine 
fttr den zweiten Translokationsschritt durch die SuBere 
Membran notwendig sind. Die Klonierung der entsprechenden 
Strukturgene ftihrte zu der Akkumulation dieser Proteine 
im Periplasma von E.coli. Derselbe Effekt wird auch fflr 
die Haemophilus influenzae IgA-Protease beschrieben, 
die im nattlrlichen Wirt extrazelluiar sezerniert, aber 
wenn sie in E.coli kloniert wird, im Periplasma gefunden 
wird. Noch komplexer ist die Sekretion des E.coll-Haemblysin* 
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Hier sind insgesamt 4 verschiedene Proteinkomponenten, 
die auf einera einzigen Operon codiert sind, erforderlich. 

Es war daher Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein 
Verfahren zur gentechnologischen Gewinnung von 
Proteinen unter Verwendung gramnegativer Wirtszellen so 
zu verbessern, daB das gewtinschte Protein nach seiner 
Bildung in der Wirtszelle aus der Zelle ausgeschleuBt 
wird und dann extrazellulSr aus dera Kulturmedium 
gewonnen werden kann. 

Diese Aufgabe wurde gel6st durch ein Verfahren zur 
gentechnologischen Gewinnung von Proteinen unter 
Verwendung gramnegativer Wirtszellen f in welche ein. 
Vektor eingeftihrt wird, der wenigstens ein das ge- 
wtinschte Protein codierendes Gen enthSlt, Transkription 
dieses Gens und Translation , das dadurch gekennzeichnet 
ist, daB man zur extrazellulSren Gewinnung des Proteins 
dessen codierendes Gen in einen Vektor, der das IgA- 
Protease-Precursor-Gen aus Mikroorganismen der Gattung 
Neisseria enthSlt, derart einsetzt, daB das codierende 
Gen innerhalb der Sequenz des IgA-Protease-Precursor~Gens 
positioniert wird. 

Verschiedene pathogene Bakterienarten der Gattung 
Neisseria wie Neisseria gonorrhoeae und Neisseria 
meningitidis, die auf der menschlichen Schleimhaut 
wachsen r geben extrazellulSr Proteasen ab, die 
spezifisch sind fur menschliches IgA 1. Dieses 
immunglobulin ist neben IgA 2 die Hauptkomponente 
der sekretorischen ImmunitSt, die gegen Infektionen 
mit solchen Pathogenen schtitzen soil. Verwandte 
Bakterienarten, die nicht pathogen sind, produzie- 
ren keine IgA-Proteasen. 
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Das aus Neisseria gewonnene IgA-Protease-Gen zeigt 
iiberraschende Eigenschaften. Die gebildete IgA-Protease 
bzw. ihr Precursor kann aktiv sezerniert werden, nicht 
nur in dem nattir lichen Wirt, sondern auch in fremden, 
gramnegativen Wirtszellen, wie Enterobacteriaceae. Ein 
einziges Gen f das einen groBen Precursor codiert, 
genttgt ftir Produktion und extrazellulSre Sekretion von 
IgA-Protease auch in einer fremden Wirtszelle. Dieser 
Precursor, der mit einem Molekulargewicht von 170 kd 
annShernd 63 kd grBBer ist als die fertige extrazellu- 
lare IgA-Protease , die nur ein Molekulargewicht von 
106 kd hat, wird beim Transport durch die Membran der 
gramnegativen Wirtszelle und durch Prozessierung au£- 
grund der autoproteolytischen Aktivitat des Enzyms in 
die fertige, aktive Form der IgA-Protease fiber ftihrt 
unter Abspaltung einiger Teile des Precursormolekfils . 
Dieses Precursorprotein wird codiert von einem DNA-Frag- 
ment mit 5 Kb. 

Der Precursor bildet 3 funktionelle Domfinen, Qin gleich- 
maBiges aminoterminales Leaderpeptid, den tatsSchlichen 
Proteaseanteil und einen relativ groBen carboxytermina- 
len Helper an teil. 

Das Leaderpeptid fiihrt den IgA-Proteaseiprecursor in den 
Periplasmaspalt und wird von dem Precursor durch eine 
Signalpeptidase der inneren Membran entf ernt . Der 
Initialschritt beim Transport der IgA-Protease kSnnte 
deshalb einem regulSren Co- oder Posttranslationsweg 
gleichen, der durch die meisten der Periplasma- und 
AuBenmembranproteine befolgt wird. 

In einem zweiten Schritt wird der verbleibende Precursor 
Komplex, der aus Protease- und Helper-Anteil besteht,in 
die SuBere Membran transportiert und extrazellulSr frei- 
gegeben. Der mechanistische Verlauf dieses Prozesses 
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kann mit der Helper funkt ion des IgA-Protease-Precursor- 
Koraplexes erklart werden. Der aminoterminale Helperanteil 
ist stark polar, wogegen der carboxyterminale Anteil 
eher hydrophob ist und Merkmale zeigt, die typisch sind 
fur eine Membr ananlagerung . Eine Erklarung, die aus 
diesen Beobachtungen resultiert, ist, daB der Helper 
eine Pore in der auBeren Membran bildet, wobei die 
hydrophilen Teile in diese Pore ragen. Der tatsachliche 
Proteaseanteil, der immer noch mit dem Helper verbunden 
ist, wird dann durch diese Pore geschoben und nimmt 
extrazellular seine aktive Konformation an. Eine 
sequenzielle autoproteolytische Prozessierung 
entlaflt dann die fertige, aktive Form der IgA-Protea- 
se" in die extrazellulare Umgebung. Die Energie, 
die fur den aktiven Transport erforderlich ist, 
stammt von der autoproteolytischen Abspaltung des 
Helpers . 

Zur extrazellularen Gewinnung eines gewunschten Pro- 
teins wird in an sich bekannter Weise dessen codieren- 
des Gen in einen Vektor, der das IgA-Proteasegen der 
Neisseria enthalt, eingesetzt. Die Sequenz dieses 
IgA-Proteasegens besteht, wie oben ausgeffihxt, aus 3 
Hauptdomanen, dem Leaderanteil , der Sequenz, die fur 
die IgA-Protease selbst codiert und dem Helperanteil. 
Es wurde nun tiberraschenderweise festgestellt, daB sich 
zwischen der die Protease codierenden Region und der 
Helperdomane bzw. innerhalb der Helperdomane drei 
natttrliche Spaltstellen be finden. Diese Spaltstellen, 
die in der in Figur 1 dargestellten Gensequenz mit a, b 
und c bezeichnet sind, werden von den folgenden Amino- 
sauren gebildet: 

Spaltstelle (a): Pro-Ala-Pro-S r-Pro 
Spaltstelle (b) : Pro-Pro-Ser-Pro 
Spaltstelle (c) : Pro-Arg-Pro-Pro-Ala-Pro. 
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Die codierende Sequenz fttr das gewttnschte Protein kann 
nun in verschiedene Bereiche des IgA-Proteasegens 
eingesetzt werden. Eine Insertion in den Leaderanteil 
kommt nicht inbetracht, da dieser AnteiX wShrend des 
Durchgangs durch die innere Membran abgespalten wi*:d. 

Eine Variante des erfindungsgemaBen Verfahrens besteht 
nun darin, das fttr das gewttnschte Protein codierende 
Gen in die IgA-Protease-Doraane zu insertieren. An be- 
stimmten Stellen der Protease-DoraSne des IgA-Protease- 
Precursor-Gens ist dieser Einbau ohne Zerstfirung der 
IgA-Proteaseaktivitat mSglich. In diesem Fall wird 
der IgA-Proteaseprecursor exprimiert, wobei sich 
das gewttnschte Protein innerhalb des Proteaseanteils 
befindet. 

Die noch inaktive IgA-Protease, bzw. deren Precursor 
wird ausgeschleust in der oben beschriebenen Art und 
Weise. Das gewttnschte Protein liegt dann gebunden an 
die zumindest partiell noch aktive Protease vor. Die 
Trennung von der Protease erfolgt dann entweder durch : 
Prozessierung der Protease , durch eine dafttr geeignete 
Protease oder durch chemische Reaktionen. 

Das fttr das gewttnschte Protein codierende Gen kann auch 
so in die IgA-Protease-DomSne insertiert werden, daB 
keine aktive IgA-Protease mehr gebildet Werden k#nn und 
somit IgA-Proteaseaktivitat nicht mehr vorhanden ist. 
In die- sem Fall besteht eine bevorzugte Ausftthrungsform 
des erfindungsgeraSBen Verfahrens darin r entweder in 
dasselbe Bakterium oder in ein anderes Bakterium, das 
gleichzeitig gezttchtet wird, einen Vektor, der das 
gesamte IgA-Proteasegen trSgt, einzuftthren. Die dann 
gleichzeitig mit dem gewttnschten Protein gebildete 
IgA-Protease kann das gewttnschte Prot in von dem Helper 
und damit von der Membranwand abtrennen und damit die 
Gewinnung aus dem Kulturmedium ermSglichen. 
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In einer bevorzugten Aus ftlhrungs form des erfindungs- 
gemaflen Verfahrens wird die Gensequenz, die das 
gewtinschte Protein codiert, in einen Genabschnitt des 
IgA-Protease-Precursor-Gens eingeftigt, der zwlschen den 
nattirlichen Spaltstellen (a) , (b) und/oder (c) liegt. 
In diesem Falle bleibt die Aktivitat der IgA-Protease 
erhalten und das gewtinschte Protein wird nach Aus- 
schleusung durch die beiden Membranen bei der Prozes- 
sierung des Precursors durch die natttrliche Abspaltung 
auch von der Protease abgetrennt und liegt frei im 
Kulturmedium vor r aus dera sie dann in bekannter Weise 
isoliert werden kann. 

Der Einbau in die Proteasedomane des IgA-Gens kann auch 
so erfolgen, dafl Teile oder die gesamte IgA-Proteasedo- 
mane zerstCrt werden. Durch ZerstOrung der IgA-Protease- 
aktivitat kommt es zwar zu einem Ausschleusen des ge- 
wUnschten Proteins durch die beiden Membranen des grara- 
negativen Bakterienstarames , da jedoch die Protease- 
aktivitat fehlt, die den an der Membran assoziierten 
Helper von dem Enzym trennt, bleibt das gewtinschte 
Protein an den Helper gebunden und damit an der Zell- 
wand assoziiert. Diese Aus ftthrungs form des erfindungs- 
gemaBen Verfahrens ist besonders geeignet zur Herstel- 
lung von Lebendvakzine . Auf diese Weise kann beispiels- 
weise ein Oberfiachenantigen an die auBere Membran des 
gramnegativen Mikroorganismus gebunden werden una zur 
Erzeugung von AntikSrpern verwendet werden. 

Zur erfindungsgemaBen Gewinnung der gewttnschten Proteine 
sind gramnegative Wirtszellen, insbesondere Mikroorganis- 
men der Pamilie Enterobacteriaceae sehr gut geeignet. 
Bevorzugt werden Mikroorganismen der Gattungen Escheri- 
chia und Salmonella eingesetzt. Eine Untersuchung mit 
den Stammen E. coli, Salmonella typhimurium und abge- 
schwachten Salmonella typhii ergab, daB mit diesen 



I \ f .', 0254aS0. 

- 7 - 



Wirtszellen sogar hfihere AktivitMten an IgA-Protease in 
den Uberstand abgegeben werden als bei N. gonorrhoeae , 
dem natfirlichen Wirt. Die Sekretion der IgA-Protease in . 
all diesen gramnegativen Systemen beruht auf demse^lben 
Mechanismus, da das extrazellulSre Enzym identisch ist 
und aus demselben Precursor prozessiert wird. 

Das erf indungsgemSBe Verfahren eignet sich zur Gewinnung 
von Proteinen. Besonders bevorzugt werden mit Hilfe des 
erfindungsgemaBen Verfahrens biologisch Oder therapeu^ 
tisch aktive Proteine gewonnen. Eine weitere Anwendung 
des erfindungsgemaBen Verfahrens besteht darin, antigene 
Epitope zur Anwendung in gramnegativen bakteriellen 
Lebendimpfstoffen auszuschleusen. 

Das erfindungsgemSBe Verfahren wird besonders bevorzugt 
durchgeftihrt mit E.coli DSM 3775 als Wirtszelle, der 
das Plasmid pIP 100 enthSlt. Das Plasmid pIPlOO leitet 
sich ab von dem Plasmid pBR 322 und trSgt die gesamte 
Gensequenz des IgA-Protease-Precursors . 

Das erfindungsgemSBe Verfahren ermSglicht es, in einfa- 
cher Weise Proteine zu gewinnen. Die Proteine kSnnen 
aus dem Kulturmedium gewonnen werden, obwohl als Wirts- 
zellen gramnegative Bakterien verwendet werden, die 
leicht zu zfichten sind. 

Das erf indungsgemaB verwendete fur den IgA-Protease-Pre- ' 
cursor codierende DNA-Fragment hat eine Gesamtsequenz 
von 4899 Basenpaaren, die einen einzigen zusammenhangen- 
den offenen Ableserahmen von 4602 Basenpaaren Lange 
bilden. Die Gensequenz ist der Figur 1 zu entnehmen. 
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Das ATG-Startkodon, das das dritte Kodon des offenen 
Leserahmens ist und eine Sequenz, die der Shine-Dalgarno- 
Konsensussequenz ahnlich ist, zeigt eine Translationsinitia- 
tionsstelle an Position 104. Die Translation endet mit 
einem TAA-ochre-Stopkodon bei Position 4700. Eine 
AT-reiche Region vor demTranslatipnsinitiationssignal 
zeigt typische Merkmale eines Promotors und dirigiert 
die Transkription des IgA-Proteasegens . Eine Palindrom- 
sequenz, die dem Trans lationsstopkodon folgt, kann als 
Transkriptionsterminator dienen. 

Eine prazise Auswertung der Nukleotidsequenzdaten ergab 
eine Gesamtheit von 1532 Aminosauren fttr den IgA-Proteas- 
eprecursor, was ein Protein mit 169 kd ergibt (Pigur 
1) . Die vollstfindige Precursorsequenz enthSlt nur zwei 
Cysteinreste, die in einem Abstand von 11 AminosSuren 
gefunden wurden. DieB ist interessant, da die Abwesen- 
heit von Cystein charakteristisch ist fUr viele sekre- 
torische Proteine. Das Hydrophilieprofil ergibt ein 
sehr regelmaBiges abwechselndes Muster mit einigen 
herausragenden Merkmalen: ein kurzes hydrophobes Seg- 
ment am aminoterminalen Ende bildet ein typisch sekre- 
torisches Signalpeptid, das 4 positive aminoterminale 
Ladungen und eine zentrale hydrophobe Region zeigt. Die 
Spaltstelle dieses als Leaderpeptids bezeichneten 
Segmentes befindet sich zwischen 2 Alaninresten an den 
Positionen -1 und +1 (Figur 1) . Die auf f a'llendsten 
Merkmale der Prim&rstruktur des Precursors sind jedoch 
zwei hervorragende hydrophile Regionen rechts von der 
Zentralregion des Precursors und eine kurze an ihrem 
Carboxyende,. 

Der Teil, der der fertigen extrazellularen IgA-Protease 
entspricht, befindet sich im AnschluB an das Leaderpeptid 
im aminoterminalen Bereich des Precursormolekiils . 
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Die Grenzregion zwischen Protease und Helper enthSlt 
verschiedene prolinreiche Bereiche, die auffallende 
Sequenztibereinstimmungen mit der Spaltstelle der IgA- 
Protease aus N. gonorrhoeae bei humanem IgA 1 zeigen. 
Figur 3 zeigt die ArainosSuresequenzen dieser Stellen, 
die mit a, b und c bezeichnet werden (Figur I) * Diese 
Stellen sind die autoproteolytischen Angrif f spunkte der 
IgA-Protease. Urn dies zu bestStigen, wurde die Spaltung 
mit dem Enzym in Trans untersucht. Zu diesem Zweck 
wurden MS2/IgA-Proteasefusionsproteine, in praparativen 
Mengen auf Gel isoliert und mit geringen Mengen gereinig- 
ter IgA-Protease inkubiert. Die Inkubation verschiedener 
IgA-Proteasefusionen mit aktivem Enzym ftihrte* tatsSch- 
lich zu spezifischen Abbauprodukten. Das in Figur 2 
gezeigte Fusionsprotein fp 180 , wurde in zwei Hauptpro- 
dukte mit 120 kd und 60 kd und zwei kleinere Produkte 
von 45 kd und 15 kd gespalten. Kontrollinkubationen 
sind negativ r wie es ftir eine spezifische Reaktion mit 
IgA-Protease erwartet wird. Unter Verwendung eines 
monoklonalen AntikSrpers, der gegen die fertige Protease 
gerichtet ist r reagiert die 120 kd-BanSe im Iramunoblot. 
Antiserum, das gegen das fp 42 Fusionsprotein (Figur 2) 
gerichtet ist, ergibt eine Kreuzreaktion mit den 60 kd 
und 45 kd Produkten und ebenso mit dem 15 kd Produkt. 
Die Kreuzreaktion mit dem 120 kd Produkt beruht auf dem 
MS2 Polymeraseanteil in den Fusionspro^einen. Diese 
Daten bestatigen, daB die Stellen (a) und/oder (b) 
tatsSchlich die Angrif f spunkte der IgA-Protease sind. 
Die 45 kd und 15 kd Produkte ergeben sich wah^schein- 
lich durch teilweise Verdauung an der Stelle (c) (Fi- 
gur 2) . Neben diesen Stellen werden of fensichtlich 
keine anderen Regionen in den Fusionsproteinen als 
Angrif f spunkte von der IgA-Protease akzeptiert/ 
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Detailliertere informationen fiber die intemen Precur- 
sorangrif fspunkte wurden durch eine aminoterminale Se- 
quenzanalyse des 60 kd Spaltproduktes erhalten (Figur 3) . 
Dieses Proteinfragment erschien als eine diffuse Bande 
in dem Acrylamidgel und nach der Genkarte stellt sie 
den carboxyterminalen Teil des Precursors dar (Figur 1) . 
Die Analyse ergab unzweideutige Daten fur die Sequenzie- 
rungsschritte 1, 2, 4, 5, 7 und 9 bis 13. Fur alle 
anderen Schritte bis zur Position 8 ergab die Sequenz ana- 
lyse Signale von zwei Aminosauren. Jeweils eine dieser 
beideh Aminosauren an jeder Position fiel zusammen mit 
der Sequenz an der Stelle (a) bzw. der Stelle (b) (Fi- 
gur 3) . Die Positionen 9 bis 13 fallen zusammen mit der 
aminoterminalen Sequenz der Stelle (b) . Die Heterogeni- 
tat der Proteinsequenz bestatigt daher die Verwendung 
von zwei Stellen (a) und (b) als Angrif fspunkte fur die 
IgA-Pr.otease. 

Die Beobachtung, daB die fertige IgA-Protease r die aus 
Kulturttberstanden von N. gonorrhoeae hergestellt wurde, 
ein heterogenes Protein 1st, das eine 106/109 kd Doppel- 
bande in Acrylamidgel bildet, kann erklart werden durch 
heterogene Carboxytermini der fertigen IgA-Protease 
entsprechend entweder der Stelle (a) Oder der Stelle 
(b) . Das 3 kd Peptidsegment, das die Distanz zwischen 
den Stellen (a) und (b) tiberbrttckt, dtSrfte verant- 
wortlich sein fttr die Differenz in den Mblekularge- 
wichten der beiden Formen. 

In den rohen" KulturttberstSnden kann eine zusatzliche 
Bande von 121 kd gezeigt werden, die auch zur IgA-Pro- 
tease gehoren. Diese Bande kreuzreagiert nicht nur mit 
Antiproteaseserum, sondern auch mit Antiserum gegen das 
Fusionsprotein fp 42, was zeigt, daB das 121 kd Protein 
einen abgegrenzten Teil des Helpers tragt. 



re c » « ' « 

. r • f € *• «« ' • ** 

r c r » • r i 

r 0 • * r r r • * 

••"«"■ 02540SO 

- // - 



GemSB seiner GraBe befindet sich das Carboxyende des 
Zwischenprodukts exakt an der Position (c) (Figur 1) , 
einem der inter nen Angriff spunkte des IgA-Protease- 
precursors. 

Es wurden die relativen Mengen der 3 Formen der extrazel- 
lularen IgA-Protease in einer wachsenden E.coli-Kultur 
bestiinmt. Die Ergebnisse dieses Experimentes zeigen, 
daB in der friihen Wachstumsphase das 121 kd Zwischen- 
produkt tiberwiegt. Wenn sich das Enzym ansammelt wShrend 
der Zeit des Wachstums, tiberwiegt das 109 kd Zwischenpro- 
dukt und schlieBlich kann die fertige 106 kd Form von 
IgA-Protease klar nachgewiesen werden. Dies deutet auf 
eine langsame Umwandlung des hochmolekulargewichtigen 
Zwischenproduktes in das fertige Enzym. Damit stimmt 
die Beobachtung liberein, daB das Zwischenprodukt mit 
109 kd Molekulargewicht, das noch als Hauptfraktion in 
einigen IgA-ProteaseprMparationen enthalten ist, lang^ 
sam in die niedrigmolekulargewichtige Form ungewemdelt 
wird nach lSngerer Lagerung. 

Diese Experimente zeigen, daB zumindest der polare Teil 
des Helpers extrazellular sezerniert wird zusammen mit 
der IgA-Protease selbst. Durch Immunoblotting konnte 
gezeigt werden, daB der kleine 12 kd Anteil des Helpers, 
der sich zwischen den internen Spaltstellen (b) und (c) 
befindet, tatsSchlich in die extrazellulSre Umgebung 
zusammen mit der IgA-Protease freigegeben wird. Es wird 
geschlossen, daB die polaren Eigenschaften dieser 
Region besonders wichtig fur die extrazellulSre Sekre- 
tion der IgA-Protease sind. 

Es wird angenommen, daB die PathogenitSt d r Mikro- 
organismen der Gattung Neisseriea eventuell auf di 
Bildung der IgA-Protease zurtickzuftthren ist. Bin 
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MSglichkeit zur Bekampfung der von diesen Mikroorga- 
nismen verursachten, schweren Krankheiten besteht daher 
darin, die Spaltstellen des IgA-Protease-Precursors zu 
blockieren, so daB der Precursor nicht mehr gespalten 
werden kann, d.h. seine eigenen Spaltstellen nicht mehr 
erkennt und damit das aktive Enzym; das fur die schad- 
lichen Wirkungen verantwortlich gemacht wird, nicht 
entstehen kann. 

Bevorzugt werden zur Blockierung der Spaltstellen des 
Precursors spezifisch mit den die Spaltstellen (a) , (b) 
und/oder (c) bildenden Aminosauresequenzen bindefahige 
Substanzen, insbesondere gegen diese Aminosauresequenzen 
gerichtete AntikSrper, verwendet. 

Eine weitere MSglichkeit besteht darin f die Schnittstel- 
len der IgA-Protease durch Zugabe von Peptidanaloga zu 
blockieren, die eine in Hinblick auf die Sequenz der 
Schnittstelle leicht modifizierte Aminosauresequenz 
haben, so daB sie sich zwar an die Schnittstellen 
anlagern, aber nicht geschnitten werden kSnnen und 
somit an der Schnittstelle haften bleiben. 

Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele in 
Verbindung mit der Zeichnung erlautert. 

In der Zeichnung stellen dar: 

Fiqur i 2 eigt die Nukleotid- und Aminosauresequenzen 
der IgA-Protease von N. gonorrhoeae Stamm MS11. Die 
Aminosauresequenz, die von dem offenen Leserahmen 
abgeleitet wurde, umfafit einen Precursor der IgA-Pro- 
tease. Die Nukleotidsequenz resultiert aus der Summe 
der Daten, die sich aus der Analyse uberlappender 
Segmente des klonierten DNA-Pragments in pIPlOO ergab. 
Zur Anwendung kamen hierbei Techniken nach Maxam und 
Gilbert, sowie nach Sanger et al. 
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Figur 2 zeigt be sonde re Eigenschaften der Nukleotid- 
und Aminosauresequenzen. Die Signale ftlr den Start de^r 
Transkription (-43,-35 und -10) und Translation (SD) 
des IgA-Proteasegens sind durch dicke Striche gekenn- 
zeichnet. Ein Palindrom, das an der Termination der 
Transkription beteiligt ist, ist mit dicken Pfeilen 
unterlegt. Die arainoterminale Signalseguenz der IgA- 
Protease ist eingerahmt. Das Aminoende der reifen 
IgA-Protease wurde durch Proteinsequenzierung analy^!, 
siert. Die Stellen (a) , (b) und (c) zeigen die iriternen 
Spaltstellen der IgA-Protease (siehe auch Fig. 3 unil 
6) . Die gespaltenen Peptidbindungen (gekennzeichnet ■ 
durch Pfeile) wurden durch Proteinsequenzierung be- 
stimmt und die tfbereinstimmung dieser Daten mit der 
abgeleiteten Aminos Suresequenz ist durch Sternchen > 
gekennzeichnet. Die zwei einzigen Cysteinreste des 
ganzen Precursors sind eingerahmt. 

Figur 3 zeigt die physikalischen Eigenschaften der 
IgA-Protease und ihres Gens. A, Restriktionskarte des 
pIPlOO Einschubs f das die Synthese und die Sekretion 
von Gonococcen IgA-Protease in E.coli bewirkt. B, 
Fusionsproteine des IgA-Proteaseprecursors hergestellt 
mit dem pEX Expressionssystem. Die dick ausgezogenen 
Linien zeigen den amino terminalen MS 2 Polymer asecar- 
rier des Expressionssystems, die offene Linie bezieht 
sich auf die entsprechenden Teile des Precursors:, der 
in den Fusionsproteinen enthalten ist. Die Grenze 
zwischen Carrier und Precursoranteil entspricht der 
Stelle in dem IgA-Proteasegen, an der der Expressione- 
vektor angekoppelt wurde. C, lineare Karte des Precur- 
sors. Die gestrichelte Sektion bezieht sich auf das 
Leaderpeptid, die offene Sektion auf die Proteasedom&ne 
und der gekreuzte Ant il auf di Helper doman . Pf eil 
zeigen die internen IgA-Proteaseschnittstell n (a, b 
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und c) . (SB) bezieht slch au£ die Position der zwei 
einzigen Cysteine in dem Precursor und (x) zeigt die 
Stelle eines hypothetischen Trans lokationssignals der 
Mufleren Membran. D, Hydropathyblot der Primfirstruktur 
des Precursors. 

Figur 4 zeigt die Angrif fspunkte flir IgA-Protease und 
Proteinsequenzanalyse. A, Aminosfiuresequenz der IgA-Pro- 
teasespaltstelle in menschlichem IgA 1 und Sequenz der 
Angrif fspunkte in dem IgA-Proteaseprecursor (vergleiche 
Piguren 1 und 2) . B, aminoterminale Sequenzanalyse des 
60 kd Produktes, das bei der Spaltung des Pusionsproteins 
fp 180 mit gereinigter IgA-Protease entsteht. Quan- 
titative Auswertuhg der Sequenzierungsdaten ergeben, 
daB 80 % des Produktes aus der Spaltung an der Schnitt- 
stelle (b) und nur 20 % von der Spaltung an der Stelle 
(a) resultieren. 

Figur 5 zeigt die Herstellung eines Vektors zur ttberpro- 
duktion von IgA-Protease. Hierzu wurde das vollstSndige 
Gen des IgA~Proteaseprecursors unter die Kontrolle des 
pEX-Expressionssystems gestellt. Das Plasraid pEXlOOO 
flihrt zur intrazellulSren Bildung eines MS2-Polymerase/ 
IgA-Proteaseprecursor-Hybridproteins. Im Verlauf des 
extrazellularen Transports kommt es zur Spaltung dieses 
Fusionsproteins und der Freigabe der IgA-Protease und 
des 06 -Proteins in den Kulturiiberstand. 

Figur 6 zeigt den Austausch der Expressionssignale 
sowie der IgA-Proteasedomane in einem System zur Sekre- 
tion von Protein aus gramnegativen Bakterien. L * , 
p 3 -^ und H i 9 a bezeichnen die DomSnen des IgA-Protease- 
precursors* P iga kennzeichnet den ursprttnglichen Promo- 
ter des IgA-Proteasegens , der im konstruierten Hybrid- 
prot in gegen den Promoter (P a -) des Antigens A ausge- 
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tauscht wurde. L a bezeichnet das Leaderpeptid des 
Antigens A, das ftir den Transport durch die innere 
Membran beniStigt wird. 

Figur 7 vergleicht teilweise sequenzierte IgA-Protease- 
genabschnitte der GonokokkenstSmme R16 (Typ 1) , 514 
(Typ 2) und 74 (Typ 1) mit* den entsprechenden Genab- 
schnitten im IgA-Proteasegen des Gonokokkenstamraes 
MS11. Die verglichenen Sequenzabschnitte umfassen die 
Nukleotidpositionen 1079-2140, 2410-2571 und 3011-3172. 
In der Abbildung sind davon jene Bereiche dargestellt r 
die auch Substitutionen von Nukleotiden aufweisen. Die 
Nukleotidpositionen sind in Pigur 1 festgelegt. Insge- 
samt wurden zwischen 3 % bis 6 % Sequenzunterschiede 
zwischen den einzelnen Proteasegenen in den sequenzier- 
ten Genabschnitten nachgewiesen . 



B e i s p i e 11 

tlberproduktion von IgA-Protease und Optimierung des 
Transports in den Kulturiiberstand. 

Mit der Hilfe synthetischer Oligonukleotide wurde das 
vollstSndige Gen des IgA-Protease-VorlSufers mit dem 
MS2-Polymerasegen im pEX-Expressionssystem fusioniert 
(siehe Figur 5) . Das resultierende Plasmxd pEXlOOO 
ffihrt im Cytoplasma der Wirtszellen zur Expression 
eines groBen Hybridproteins bestehend aus den aminoter- 
minalen 99 AminosSuren der MS2-Polymerase, verbunden 
mit der gesaraten Aminos Sure folge des IgA-Protease-Vor- 
ISufers. Dieses Fusionsprotein wird im Verlaufe der 
Sekretion proteolytisch gespalten und ftihrt zur Fr iga- 
be der IgA-Protease sowie der Intermediate in den 
Kulturtiberstand. Durch Deletion weniger AminosSur n im 
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sekretierten Segment des Heifers konnte sowohl die 
Effizienz als auch die Qualitat der IgA-Proteasesekre- 
tion erheblich gesteigert werden (siehe Tabelle 1) . 

Tabelle 1 vergleicht die Iga-Protease-Sekretion verschie- 
dener Bakterienarten sowie die ' Auswirkungen von Anderun- 
gen der Expressionssignale sowie von Modifikationen im 
Gen der IgA-Protease . Die Proteinmengen wurden in 
SDS-Polyacrylamidgelen und Westernblot-Analysen bestimmt. 

Tabelle 1: 



eingef flgte . 
Aminos Suren 



N. gonorrhoeae MS11 

plPlOO (Rooii) 

pIP 100 (SAyphi. 'fySla) 

pEXlOOO 

pEX1000.A51 

pEX1000.R9 

pEX1000.A3B 

PEX1090 

pEXlOBO 

pEX1070 

PEX1072 

pEX1073 



Arg-Asn-Sor-Gly* 772 ) 
Sar-OIy-lla-Pro( 048 V 
Ata-tty»Ite-Pro( 1077 ) 



entfernte 


Wirksanikeit 


aminosSu- 


der Sekretion 




0.05 mg/1 




• 0.05 




2.0 




0.5 




0.5 




0.5 




0.2 


lOBO.ioat 


0.5 


10BO-1083 


0.7 


1080-10B4 


2.0 


10B5-10B4 


2.0 


104B-W84 ! 


2.0 
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Beispiel 2 

Einbau von Oligopeptiden in den I<jA-?rotease-Voriauf er 
und Transport in den Kulturiiber stand. 

Unter Verwendung gentechnologischer Methoden wurde in 
das Gen der IgA-Protease an drei Stelleii ein Synthetic 
scher DNA-Doppelstrang der LSnge 12 bp eingebaut. Dies 
entspricht nach Translation des Proteins einer Insert 
tion von je vier zusStzlichen AminosSuren; Alle drei 
Insertionen (siehe Tabelle 1) zeigen keinen EinfluB auf v 
den Transport und die enzymatische AktivitSt der IgA- 
Protease. Ftir die Plasmide pEX1000.A51, -.R9 und -.A36 
(siehe Figur 5 und Tabelle 1) wurde in SDS-Polyacryl- 
amidgelen und mit der Immunobiott-Technik gezeigt, daB 
im Uberstand der Bakterien die gleichen Intermediate 
und der gleiche Endzustand der IgA-Protease auftreten 
wie im urspriinglichen Klon pIPlOO. Das insertierte 
Oligopeptid in pEX1000.A36 befindet sich zwischen den 
Schnittstellen (b) und (cl und wird somit nach Autopro- 
teolyse in Verbund mit dem 12 kd Spaltprodukt ISslich 
ins Medium abgegeben. 



Be i spiel 3 

Substitution von Expressions-Signalen und der Protease- 
Domane 

Die carboxyterminale, 60 kd groBe Helfer-DomSne des 
IgA-Protease-Vorlauferproteins ist fttr den Transport 
der Protease-DomSne iiber die auBere Membran notwehdig. 
Urn die fundamentale Bedeutung des Heifers bei der 
Proteinsekretion zu bekrSftigen, wurden mit gentech- 
nologischen Methoden groBe Teile der Protease-DomSne 
P lga , den Promotor P . und die Signalsequenz L iga 



0254090 

/S - 



substituiert. Der Austausch erfolgte gegen ein Frag- 
ment, welches seinerBeits die Signale ftlr (i) Genexpres- 
sion, P ft fur (ii) den Proteintransport ttber die innere 
bakterielle Membran, die Bignalsequenz L a enthielt. Das' 
Fragment lieferte zudem eine Sequenz (iii) , die fttr ein- 
Antigen A a kodierte. Translationale Fusionen rait der 
Helfersequenz H iga erlaubten es, eine Helfer-spezifi- 
sche Proteinbande von ungefahr 36 kd in Kulturttberstan- 
den rekombinanter E.coli-Zellen nachzuweisen. Dazu 
wurde ein monoklonaler Antikorper verwendet. Bisher 
gelang ee nieht, ein vollstandiges Fusionsprotein der 
erwarteten Grofle nachzuweisen. Allerdings gelang der 
Nachweis eines 45 kd Helfer-spezif ischen Proteins in 
Ganz-Zell-Lysaten rekombinanter Klone, nicht jedoch in 
deren KulturilberstSnden. Aus dieser Bedbachtung wird 
geschlossen, daB das 36 kd grofle, Helfer-spezifische 
Protein ein Degradationsprodukt der 45 kd Helferbande 
ist. Die beschriebene Degradation wurde bisher nur in 
rekorobinanten E.coli-Zellen beobachtet, nicht jedoch im 
natttrlichen Wirt. 
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Patentansprtiche 

1. Verfahren zur gentechnologlschen Gewinnung von 
Proteinen unter Verwendung gramnegatlver Wirtszel- 
len, in welche ein Vektor eingeftthrt wird, der ' 
wenigstens ein das gewttnschte Protein codierendes 
Gen enthait, Transkription dieses Gens und Transla- 
tion, 

dadurch gekennzeichnet, 
dafl man zur extrazellulfiren Gewinnung des Proteins 
dessen codierendes Gen in einen Vektor, der das 
IgA-Protease-Precursor-Gen aus Mikroorganismeh der . 
Gattung Neisseria enthftlt, deratt einsetzt, daB 
das codierende Gen innerhalb der Sequenz des 
IgA-Protease-Precursor-Gens posit ioniert wird, 

2 . Verfahren nach Anspruch 1 , 

dadurch gekennzeichnet, 
dafl man das codierende Gen so eihfttgt, dafi das fUr 
die IgA-Protease codierende Gensegment nioht 
zerstSrt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennze i c h n e t , 
dafi man das codierende Gen an einer'Stelle des 
IgA-Protease-Precursor-Gens einfttgt, die zwischen 
den natllrlichen Spaltstellen des IgA-Protease- 
Precursorproteins liegt. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, 

dadurch gekennz ichnet, 

dafi man das codierende Gen in das fQr die IgA-Pr te- 
ase codi rende Gensegment einflihrt. 
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Verfahren nach Anspruch 4, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB man zusatzlich in dieselbe Wirtszelle oder in * 
eine weitere Wirtszelle, die gleichzeitig gezttchtet 
wird, einen Vektor einftthrt, der die IgA-Protease 
codiert. 

Verfahren nach Anspruch 4, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB man die Freisetzung des an der Membran haften- 
den Proteins durch Zugabe einer spezifischen 
Protease , insbesondere IgA-Protease oder durch 
chemische Mittel bewirkt. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB als Wirtszelle ein Mikroorganismus der Familie 
Enterobacteriaceae verwendet wird. 

Plasmid pIPlOO enthalten in E.coli, DSM 3775 



E.coli DSM 3775 
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FIG* 1 



150 

HKAKRFKXHAXSLS IP 
TCirKXSMGOCX^ 225 

LAYALTPYSEAALVRDDVDYQXFRD 
CTTIGCAfiAAAACAAAGGCA ^ 300 

FAENKGKFFVGATDL6VKNKRGQNI 
CGGCAACECAmiCCAAC^ 375 

GNALSNVPHX DFSVADVHKR X A T V V 
Q^imXAATfilK^^ 450 

DPQYAVSVKHAKAEVHTFYYGQYNG 

iCKaraxamaaGoo^ 525 

KNDVADXENEYRVVEQHNYEPHKAW 
GGGIGOGaGCAftTI^^ 600 

GASNLGRLEDYNMARFNKFVTEVAP 
GnITCCnOCAACTSAXGOOSCSOGC30GGX^^ 675 

IAPTDAGGGLDTYXDKNRFSS F V R X 
CGCTSCXSGCAGGCAA^^ 750 

GAG R Q li iVY EKGVYHQEGNEXOYD&R 
aSAICTTICACAAGCCIAira 825 

DLSQAYRYAXAGTPYXDINI D Q T H K 
TnOCXwGGITIGATOGGCTro 900 

T E G L I G F GNH N K Q Y S A B E L K Q A L S Q 
MMECCOTAACAAATiaa^ 975 

DALTNYGVIiGDSGSPLFAFD K Q K N Q 

Ait^nCTiTrr^^ loso 

WVFLGTYDYWAGYGKKBWQEWNIYK 
AAAAGAAITTGCA^^ 1125 

KEFADRX XQK DNAGTVKGNGEHHWX 
AACCACEGGBK^^ 1200 

jJLJa^ ^ 1275 

QNVTFEDNGTLVLNQNINQGAGGLP 
TTICA^JGGOGATEAG^ 1350 

FKGDYTVKGANNDITWLGAGIDVAD 
OSCOiPMMCXC ^ ^ 1425 

GKKVVWQVKNPNGDRLAKXGKGTIiE 
AMAAAOSGCACBQCX^^ 1500 

INGTGVNQGQ LKVGDGTVX IiKQKAD 
TGOCGACAAAAAAGTIC&GGC^ 1575 

ADKKVQAFSQVGIV S G R G T L V L N S S 

NQINPDNLYFGPRGGRLDAN 6 N D £ I 
TTITGAnCACA3XXGCAACG^^ 1725 

FEHIRNVDEGAR XV NHNTDHAS T I T 
J£TAA03GGTAAATCT^ 1800 

LTGKS LITKPNS LS V H 8 X Q K DY P B D 
SCATOftXR CTXKnfflllft O^ 1875 

DYSYYYRPRRPIPQGK PL Y Y K K Y R Y 
TIACG(XXrD\AAATCaSG^ 1950 

YAItKSGGRItKA P M P EKGVASKKPWX 
CTTOTCGGAIAIAOGC^ 2025 

FMGYTQEEARKKAMNHKN N R R I G D F 
TOCMOCJITIClTrGAa^^ 2100 

GGFFDEENGKGHNGALNLNFNGKS A 

GGAAAai; mm t; iu? ^^ 2175 

QNRFI1I1TGGANI1NGXISVTQGNVX1I1 
AICAGGTCXJIOCMCAairtCA^ 2250 
SGRPTPHARDFVNKSSARKDAHFSK 

NNEVVFEDDWINRTFKAAEIAVN QS 
CKXMCAlTCICr^^ 2400 
ASFSSGRNVSDITANITATDHAKVIT 

2475 
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FIG. 1 



cxfc^n^ 30oo 

3075 
3150 

AC^MCOCK*^^ 3225 
a****^^ 3300 '• 

^^^^ 3375 
^J^Wf^^ 3«0 

3525 

^f™* 1 **^^ 3600 " 

^C^^^ 3750 

*f C K G l!*K E V^^ 3825 

3900 

"fTTT*?^^ 3975 

CR ° DG i n f = ^ 4050 
± *■ * *»RDxASAQY RRF S'S K R TP « n» " ft t i* 

K^C^^^ 4200 

G °I G & G SLRSRLQTQQKAN P ifRTS 

I Q T G L X & G N T L X X H Q P E I V P S A G I r 
^CfiGOC^^^ 4425 

*£AOX^^ 4500 
GC^nCftGCfl^ 4650 
?AMGQ0G ^^ 4800 
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Figur 4 

SchnittBtellen fttr IgA-Proteaee t 
IgAl Antikfirper* 

Thr-Pro-Ser-Pro-Ser-Thr-Pro-Pro-Thr-Pro-Ser-Pro 
IgA-Protease (a) : 

Gly-Arg-Pro-Val-Lys-Pro-Ala-Pro-Ser-Pro-Ala-Ala- 
Asn-Thr-Ala-Ser-Gln-Ala-61n-Lys-Ala 

IgA-Protease (b) : 

Glu-Asn-Ile-Val-Val-Ala«Pro-Pro-Ser-Pro-Glu-Ala- 
Asn-Gln-Ala-Glu-Glu-Ala-Leu-Arg-Gln 

IgA-Protease (c) ; 

Glu-Glu-Leu-Leu-Pro-Arg-Pro-Pro-Ala-Pro-yal-Phe- 
Ser-Leu-Asp-Asp-Tyr-Aep-Ala-Lys-Asp 

NH 2 terminale Sequenz des 60 kd Spaltproduktes: 



Spaltxmg bel (a^ Ser _ Pro ' 



Ala-Asn 




Ala 



Spaltung bei (b) 




Leu-Arg-Gln 
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Figur 5 



IgA Protease Overproducer 
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Pigur 6 



Substitution aer Expression ssignaJ e und Protease- Domain* 
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